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ら 2013年にかけて BMI(Body Mass Index)が 25以上の過体重者が世界の人口に占め

























が会合して形成された 3 量体が最小単位となり、6 量体、およびさらに大きな































イン残基（ヒト adiponectinでは Cys36）が 2つの 3量体間でジスルフィド結合を形成
することにより形成すると考えられている(14)。HMWの形成に関しても、このシステ
イン残基を介したジスルフィド結合を適切に制御することが重要であるとの報告があ




























































Table 1 |コラーゲンモデルペプチドの三重らせん構造の安定性(25, 26) 
 Tm (oC) 
(Pro – Pro – Gly)10 31.4 
(Pro – Hyp – Gly)10 62.2 
(Hyp – Hyp – Gly)10 64.6 
(Gly – Hyp – Thr)10 18.0 









 ヒト adiponectinの 19–107番残基部分のアミノ酸配列を持ち、各種修飾を施した 2
種類のペプチド VC-Hyp4と VC-Hyp4/Ghl4を設計した。この配列は adiponectin 可変
領域およびコラーゲン様ドメインに相当する。VC-Hyp4では 4 つの Pro をヒドロキシ
ル化して 4(R)-ヒドロキシプロリン (4(R)-Hyp)とし、VC-Hyp4/Ghl4では VC-Hyp4と同
様の 4つの 4(R)-Hypに加えて、4つの保存された Lysを修飾しグルコシルガラクトシ
ル ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン (O-[D-glucopyranosyl- α (1lucoD-galactopyranosyl- β
1]-hydroxylysine) (Ghl)とした。これらの修飾されたペプチドは固相合成法を用いて合
成した。残基番号 19–35, 36–63, 64–87, 88–107のフラグメントごとに合成し、それら
をネイティブケミカルライゲーション法(28-30)(35-36 番残基間)、チオエステル法(31, 
32)(63-64 番残基間)、アラニンライゲーション(33)(87-88 番残基間)によってつなぎ合





び His タグを融合させた adiponectin 可変領域とコラーゲン様ドメインの配列をコー
ドする遺伝子を持った発現ベクターで大腸菌 BL21(DE3)株をトランスフォームし、LB
培地(100 mg/L Ampicillin)中、37 ℃で OD660 nm=0.5になるまで培養したのち、終濃度
0.2 mMの IPTGを添加して 37 ℃で終夜誘導して目的タンパク質を発現させた。菌体
は 20 mM HEPES (pH 7.4), 500 mM NaClで懸濁して超音波破砕(15 sec超音波照射/ 2 
min冷却/ 15 cycles)し、遠心分離(16000×g, 50 min)によって沈殿画分を取り除いた。
上清画分を 20 mM HEPES pH 7.4, 500 mM NaClで平衡化した Niキレーティングカ
ラム(HiTrap Chelating HP 5 mLにNiを結合させたもの/GE Healthcare)にアプライ
して目的タンパク質を吸着させ、imidazoleで目的タンパク質を溶出後、TEVプロテア
ーゼによりチオレドキシンおよびHisタグを切断した。再び Niキレーティングカラム
を用いてタグおよびプロテアーゼを取り除き、10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM 






1-1-2. 全長 adiponectin 3量体の調製 
全長ヒト adiponectin 3量体は大腸菌発現系を用いて調製した。目的配列を発現ベク




こることが判明したため、今回は 24番目の Gly残基をアラニン(Ala)に置換した G24A
変異体として発現するようプラスミドを設計した。LB 培地(50 mg/L ampicillin, 20 
mg/mL chloramphenicol)で OD660nm=0.5まで 37 ℃で培養し、10 ℃に冷却してから終
濃度 0.2 mMの IPTGによって終夜発現誘導した。菌体は 30 mM Tris-HCl (pH 8.5), 
150 mM NaCl, 1 mM CaCl2で懸濁し、超音波破砕(15秒超音波照射/2分冷却/15回)し
たのち、遠心分離によって沈殿画分を取り除いた。上清画分を同緩衝液で平衡化した
Glutathione Sepharose 4B(GE Healthcare)に吸着させ、夾雑物を洗い流したのち、
HRV3Cプロテアーゼ(Turbo3C/ 和光純薬工業)によってカラム内でGSTタグを切断し
た。溶出させた adiponectin溶液は透析によって溶媒を 30 mM Tris-HCl (pH 8.5)に置
換し、陰イオン交換カラム(HiTrap Q HP 5 mL/ GE Healthcare)にアプライし、NaCl
グラジエントで溶出した。目的タンパク質の含まれるフラクションを回収および濃縮し、
30 mM Tris-HCl (pH 8.5), 150 mM NaClで平衡化したゲル濾過カラム(Superdex 75 
(16/60)/ GE Healthcare)を用いて最終精製を行った。このときクロマトグラムには 2つ
のピークが見られたため、超遠心沈降速度法により分子量を分析したところ、得られた
adiponectinは 6量体と 3量体を形成していることがわかった。収量は培養液 1 Lあた








セルファインホルミルビーズ(チッソ)を 200 mM NaHCO3 (pH 8.5)中で NaBH4によ











た。10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 300 mM NaCl, 1 mM CaCl2を外液として透析し、10 
mM Tris-HCl (pH 8.0), 300 mM NaCl, 0.1 mM CaCl2で平衡化した DEAE-Sepharose 
Fast Flow(GE Healthcare)にアプライした。NaClグラジエント(0.3–2.0 M)で溶出し、
純度を Blue Native PAGEによって、タンパク質濃度を OD280 nmおよび ELISAによっ
て調べた。超遠心分析により分子量を解析し、均一な 18量体が得られていることを確
認した。この手法で、血漿 1 Lから 0.26 mgの adiponectin HMWが得られた。 
 
1-2. アニーリング 
3種類の VCペプチド、VC、VC-Hyp4および VC-Hyp4/Ghl4は 100 μMの濃度で 10 
mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaClに溶解した。濃度は OD280nmより決定した。溶
液を 50 ℃で 15分間処理し完全に構造をもたない状態としたのち、室温を経て 4 ℃へ
と徐々に冷却していった。その後 4 ℃でインキュベートし、24時間おきに CDスペク
トルを測定して三重らせん構造の形成状態を確認した。 
 
1-3. CD(Circular Dichroism: 円偏光二色性)測定 
CD測定は円二色性分散計 J-720W (JASCO)を用いて行い、測定温度はペルチェ式温
度制御装置 PTC-348W (JASCO)によって制御した。キュベットは、石英製で光路長 1 
mmのものを使用した。 
CDスペクトルは、210-260 nmの範囲で 0.2 nmおきに測定した。バンド幅 1 nm、












[θ]wl = f(t)·a + g(t)· (1-a) 
として表される。各点における aをフォールディング率（三重らせん構造の存在比）と
してプロットし、非線形最小二乗法によってロジスティック曲線 
𝑎 = 11 + exp{(𝑡 − 𝑇𝑚)𝑏} 
としてフィッティングし、Tmと bを求めた。ここで bは転移の幅を表すパラメータで









ひとつは 4 つの 4(R)-Hyp 加えて、同じくコラーゲン様ドメインの 4 つの保存された
Lys をグルコシルガラクトシルヒドロキシリジン(Ghl)残基(Figure 2b)にしたもの
(VC-Hyp4/Ghl4)である。 
Adiponectin の翻訳後修飾を解析した結果としては複数の報告があるが(20-22, 35, 
36)、Pro の修飾に関してはそれぞれで異なる残基が修飾されていたと報告されており
統一された見解がないため、いずれの報告でも修飾が確認されている残基のみをヒドロ
キシル化することとして該当の 4残基を選択した (Figure 3)。Lysの修飾については、













































で 15分インキュベートしたのち、室温を経て 4 ℃に移し 12時間アニーリングを行っ
た。しかし、この時点で CDスペクトルを確認したところ、220 nm付近に正のピーク
がないランダムコイル様のスペクトルを示し、三重らせん構造の形成が確認できなかっ
た(Figure 4)。コラーゲン三重らせん構造は 3 本のポリプロリン II 型ヘリックスから
なり、この二次構造をもつサンプルの CDスペクトルには 220 nm付近にペプチド結合






していくことが明らかになった。VC について 24 時間おきに CD スペクトルを測定し








Figure 4| コラーゲン三重らせん構造の CDスペクトル 
コラーゲン三重らせん構造を形成したサンプルは、CD スペクトルにポリプロリン II 型ヘリッ
クス構造に由来する 220 nm 付近の正のピークを持つ。青色は三重らせん構造を形成している
(Pro-4(R)Hyp-Gly)10 の CD スペクトル (4 ℃ )、黄色は三重らせん構造をとっていない
(Pro-4(R)Hyp-Gly)10の CD スペクトル(100 ℃)、赤色は青色のサンプルと同様のプロトコルで




















2-3. VCペプチドと全長 Adiponectinの二次構造 
アニーリングを行ったVCペプチドおよび 2種類の全長 adiponectin(3量体とHMW)
について 4 ℃における CDスペクトルの測定を行った。Figure 6に示す CDスペクト
ルが得られ、いずれのスペクトルにも 230 nm付近の正のピークが観測されたことから、
コントロールである VC を含むすべてのサンプルが三重らせん構造を形成しているこ





adiponectinの球状ドメインの構造転移が 235 nmの CD値の変化にも反映されている








の 4 ℃における CDスペクトル。 
 
2-4. 三重らせん構造の熱安定性 
CDを用いて VCペプチドおよび 2種類の全長 adiponectinについて三重らせん構造
の構造転位温度 Tmの測定を行った。測定波長は 4 ℃での CDスペクトルにおいて観測
されたポリプロリン II 型ヘリックスに由来する正のピークの極大値が観測された波長
をそれぞれ用いた。すなわち、VC ペプチドに関しては 222 nm、ヒト血漿由来の
adiponectin HMWに関しては 230 nm、リコンビナント全長 Adiponectinに関しては
235 nmで測定した。その結果、ピークトップの CD値の温度変化は Figure 7aのよう
になり、そこから算出された Tmは Table 2に示す通りであった。ここで構造転位温度
Tm ははじめに三重らせん構造を形成していた分子のうち半数の構造が壊れた温度のこ
とを指す。 
VC-Hyp4の Tmは VCと比べて 5.9 ℃高く、Proの水酸化によって三重らせん構造が








ヒドロキシル化される場合は、4 位ではなく 3 位がヒドロキシル化された構造異性体




小さいといわれている(44, 45)。今回修飾した 4つの Pro残基は、1つは Xaa位、残り
の 3つは Yaa位に存在する。これまでの天然 adiponectinにおける修飾に関する報告で





Xaa位が 1か所、Yaa位が 4か所報告されている。仮にこれらの位置が全て 4(R)-Hyp
となっていた場合、Yaa位による安定化効果がさらに加わり、全体としてはより一層高
い転移温度を示すことが予想される。 
さらに、VC-Hyp4/Ghl4の Tmは著しく向上しており、VCより 21.3 ℃、VC-Hyp4よ












の安定性も同様に測定した(Figure 7b, Table 2)。大腸菌発現系を用いて調製した非修飾





64.3 ℃と算出された。この全長 adiponectin 3 量体における三重らせん構造の Tmは






















Figure 7| VCペプチドおよび全長 adiponectinが形成する三重らせん構造の転位曲線 
aでは VCペプチド（赤色：VC、青色：VC-Hyp4、黄色：VC-Hyp4/Ghl4）について、bでは全





Table 2| VCペプチドおよび全長 adiponectinの転位温度 
 VC VC-Hyp4 VC-Hyp4/Ghl4 Trimera HMWa 
Tm(℃) 12.1 18.0 33.4 19.7/ 64.3b 61.3 


































であるために安定化効果が大きいのに対し、可変領域の Cys 残基は 2 分子間での束縛
であり、立体的な制限が少なく、安定化の効果も小さいことが考えられる。生体内での







Figure 9| 還元条件が三重らせん構造に与える影響 








 VC VC 10mM TCEP VC 10mM TCEP 
Reduced before annealing 
Tm(℃) 12.0 10.7 NDa 



































吸光度は回転開始から 2 分おきに 400 回測定し、得られたデータは解析ソフト









エポンタイプセンターピースと 8穴ローターAn-50Tiを用いて、回転数 9,000 rpm、測
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Figure 10に各サンプルの沈降係数(s値)の分布を示す。沈降係数はすべて 20 ℃水中
での値(s20, w)に換算されている。各成分の s20, w値、そこから算出された分子量、および





















Figure 10| 超遠心沈降速度法による会合状態の解析 
a は VC(赤色)および VC-Hyp4(青色)について、b は非還元(黄色)および還元(水色)条件下での





Table 4| 超遠心沈降速度法による沈降係数分布の解析 
 VC VC-Hyp4 
沈降係数 (sw,20) (S) 1.28 1.91 1.20 1.82 
推定分子量 (kDa) 16.5 29.9 14.2 26.5 
存在比 (%) 80.9 19.1 63.5 36.5 
単量体の分子量 (Da) 9094.9 8721.5 
会合数 1.8 3.3 1.6 3.0 
摩擦比 (f/f0) 1.97 1.91 
 
 VC-Hyp4/Ghl4 VC-Hyp4/Ghl4 5mM TCEP 
sw,20(S) 1.14 2.09 3.37 4.70 6.62 1.07 2.05 4.21 6.50 
分子量 (kDa) 11.3 28.1 57.5 94.5 158 11.7 31.1 91.6 176 
存在比(%) 25.9 42.0 11.5 2.13 18.5 23.0 19.5 2.56 55.0 
単量体の分子量(Da) 10082.59 10082.59 
会合数 1.1 2.8 5.7 9.4 15.7 1.2 3.1 9.1 17.5 
f/f0 1.68 1.84 
 
 








残基の糖鎖修飾が HMW に何らかの役割を果たしていると考えられてきたが(22, 23)、
Lys 残基の糖鎖修飾だけで、HMW を形成できるとの直接的な証拠はなかった。また、
Lys の修飾は水酸化のみでも HMW 形成に寄与する可能性を示唆する報告がされてい
るが(51)、今回 VCペプチドと類似のペプチドを用いて行った予備実験において、少な







10.3 S付近にほぼ単一のピーク(存在比 98.8 %)が見られ、算出された分子量は 424 kDa
だった(Figure 12)。Adiponectin 単量体の分子量は、そのアミノ酸配列からおよそ 25 
kDaであると考えられ、算出される会合数はおよそ 17.0となる。この結果から、血漿
中の adiponectin HMWは 18量体を形成していることが確認でき、ゲル濾過や Native 
PAGE による分析からも同様の結果が得られたとの報告も存在する(11)。したがって、




























VC-Hyp4/Ghl4は 5 mg/mLになるよう 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaClに
溶解し、第一章 2-1に示す手順でアニーリングを行った。このサンプルについて、結晶
化条件初期スクリーニングとして Crystal screen 1, 2(Hampton Research), Wizard I, 
II(Emerald Bio Structures)を用いたランダムスクリーニングを行った。結晶化は 4 ℃
で行い、シッティングドロップ蒸気拡散法を用いた。 
 
1-2. VC-Hyp4/Ghl4 18量体モデルの構築 
 グルコシルガラクトシルヒドロキシリジンを含む adiponectin コラーゲン様ドメイン
によって形成される可能性がある 18量体構造モデルを以下の手順に従って作成した。
その際、（1）コラーゲン様ドメインはコラーゲンモデルペプチド同様のトリプルヘリッ
クス構造をとること、（2）トリプルヘリックス 6個が平行に並び擬 6回対称性を示す 6
角柱状の構造となること、を仮定した。 
 α-D-glucopyranosyl-(1→2)-β -D-galactopyranosyl 基を、Glycam Carbohydrate 
Builder (53)を用いて作成した。また、(2S,5R)-5-hydroxylysine (Hyl)を antechamber 
(Amber(54))によって作成した。次に両者のトポロジーを結合した。β-O-glycoside結合
部分のパラメータについては、化学構造上適切なものを流用した。糖部分が Hyl の側
鎖に含まれるように topological typeを書き換えた。部分電荷については、Hylの 5位
部分の値を変更し残基全体として+1になるように調整した。作成した残基の名称はGhl
とした。 
 ヒト adiponectin の Gly60–Gly81 に相当するペプチド鎖について、その主鎖二面角
をコラーゲンモデルペプチド((Pro-Pro-Gly)10, PDB: 1A3J)の値とした構造を leap 
30 
 
(Amber)によって作成した。ただし、Lys65, 68, 77は上記の Ghlとし、N,C端はキャ
ッピングした。Ghl 以外の力場パラメータは ff14SB を使用した。作成したペプチド 3
本をトリプルヘリックス構造となるように配置した。これを初期構造として、
GROMACS(55)によりエネルギー最小化をおこない、3量体構造とした。ここで Amber
のトポロジーは ACPYPEによって GROMACS用に変換して用いている。 
 上記 3量体が 2 組平行にパッキングできる配置を探索した。まず 2組の 3 量体が互
いに接触しないよう 30 Å離して並べた。その際、片方の 3 量体を相対的に
0,60,120,180,240,300度回転させたものをそれぞれ作成した。次に、3量体どうしを接
近させるため、異なる 3量体中の Ghl68の Cα間に距離拘束（< 13 Å）を設定した。
3量体中のどの鎖間を拘束するかについては、同じ鎖が最近接しないよう、異なる鎖間
による 6通りの組み合わせを選んだ。このようにして計 36通りの初期配置・拘束条件
を設定し、それぞれ simulated annealing (SA)による構造最適化をおこなった。その際
3量体の構造が崩れないように、各 3量体内の Cα原子間にも距離拘束を設定した。ま
た、2つの 3量体を互いに平行に並ばせるため、トリプルヘリックス軸方向にのみ位置
拘束を設定した。計算ステップは計 1 nsとし、その間まず温度を 500 Kに昇温し、次
いで段階的に 10 Kまで冷却した。水は一般化ボルン近似連続溶媒和モデルを用いた。 
 上記計算の結果、3 量体間の相対回転角が 60 度でトリプルヘリックス軸方向のずれ
が無い 3 量体 2 組からなる配置を見出すことができた。つまりそこに含まれる各 3 量
体を 3量体 1および 2とすると、3量体 2は 3量体 1を 60度回転させ、平行移動した










VC-Hyp4/Ghl4の 18 量体の詳細な構造を X 線回折実験により明らかにすることを目
指し、結晶化を試みた。結晶化条件の初期スクリーニングを行った結果、2条件で初期




Table 5| 結晶化条件 
手法 シッティングドロップ蒸気拡散法 
温度 4 oC 
サンプル濃度 5 mg/mL 
サンプル溶媒 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl 
ドロップ容量 サンプル 0.5 μL + リザーバー 0.5 μL 
リザーバー溶液 条件 1 条件 2 
緩衝液 100 mM CHES pH 9.5 100 mM Tris-HCl pH 7.0 
沈殿剤 15% EtOH 15% EtOH 
 
 



























重らせんが 6 個の三重らせんに取り囲まれた 21 量体構造となる。したがって、



































Figure 15| VC-Hyp4/Ghl418量体のモデル構造 
a, bは全体構造、c-eは相互作用している糖鎖付近の構造を示す。aでは Ghlの残基番号を表記
し、糖鎖を空間充填モデルで示している。ある三重らせんの各鎖を A, B, C、隣り合う三重らせ
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